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I INTRODUÇÃO 
1.1 APLICAÇÕES DO ESTUDO DE GENES E MARCADORES GENÉTICOS EM 
POPULAÇÕES 
O estudo de genes em populações é muito importante e vem sendo empregado para 
diversas finalidades. É possível, por exemplo, reconstruir a evolução humana através de 
estudos genéticos com as populações existentes hoje. Para tal, devemos colher o máximo de 
infonnações sobre o maior número possível de genes (CAV ALLI-SFORZA, 2003). 
É importante também caracterizar populações quanto aos genes de proteínas do 
sistema imune, pois estes podem estar participando da patogênese de certas doenças. Um 
alelo que confira susceptibilidade a uma doença pode ser raro em uma população e comum 
em outra, tendo diferente impacto em cada uma delas. Assim, as freqüências alélicas 
conhecidas podem servir de referência para estudos de associação com doenças na 
população em questão e podem ajudar a compreender a susceptibilidade/resistência nela 
encontradas (PETZL-ERLER, 1999). Diversos estudos deste tipo, com genes do sistema 
imune em populações, já foram realizados, como, por exemplo, genes de citocinas na 
população coreana (PYO et aI., 2003b), genes de MHC classe III em Kaingang e Guarani 
(WEG-REMERS et aI., 1997) e genes de MHC classe li em Ameríndios (TSUNETO et aI., 
2003). 
Marcadores genéticos são sequências polimórficas do genoma, que podem estar em 
regiões intergênicas ou fazerem parte de genes. Apesar de não serem sempre traduzidos em 
proteínas, ou transcritos em RNA funcionais, eles podem fornecer infonnações similares a 
respeito da evolução humana e de diversidade intra e inter populacional. Além disso, 
podem servir como ferramenta para o rastreamento de genes associados a doenças, desde 
que estejam em desequilíbrio de ligação com as variantes de susceptibilidade ou resistência. 
2 
1.1.1 A população deste estudo 
A população brasileira é uma população altamente miscigenada, já que deriva da 
imigração de europeus e africanos e de populações indígenas. Tem uma composição 
própria, diferente das populações de origem. Além disso, a contribuição de cada população 
ancestral varia de acordo com a região do país (Tabela I), sendo importante caracterizar a 
população estudada quanto à origem étnica e à localização, pois diferentes freqüências de 
certas variantes genéticas podem ser entendidas de acordo com a história da população 
estudada. 
A população analisada neste estudo provém basicamente das regiões Centro-Oeste e 
Sudeste do Brasil. A amostra é formada por indivíduos de origem predominantemente 
européia e indivíduos mestiços, de origem européia e africana. 
1.2 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE 
O Complexo Principal de Histocompatibilidade (ou MHC, do inglês Major 
Histocompatibility Complex) é uma região cromossômica que, em humanos, possui 4Mb e 
mais de 200 genes conhecidos. Está localizado no cromossomo 6 (6p21.31) e cerca de 40% 
de seus genes codificam proteínas envolvidas na resposta imune (The MHC Sequencing 
Consortium, 1999). 
Dentre estes genes estão os das moléculas MHC clássicas, responsáveis pela 
apresentação de antígenos às células T. Estas moléculas recebem, em humanos, o nome de 
HLA e existem em duas classes: I e 11. Seus genes são os genes humanos com maior grau 
de polimorfismo, sendo que para classe I o gene mais polimórfico é o HLA-B, com 563 
alei os conhecidos, e para classe II é o HLA-DRB1, com 447 alelos (IMGT/HLA Sequence 
Database). Porém, a maior parte destes alelos é muito rara e alguns são exclusivos de certas 
populações. Um estudo de genes HLA de classe I com uma população brasileira encontrou 
74 alei os de HLA-B (BRAUN-PRADO et aI., 2000). Populações isoladas (como 
ameríndios) têm um número ainda menor de alelos. Então, estes genes podem contribuir 
para estudos da história demográfica das populações e seu grau de miscigenação 
(JANEW A Y e TRA VERS, 1997; MEYER e THOMSON, 2001). 
..., 
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Tabela 1. POEula~ão brasileira de acordo com o último censo (2000). 
Po ulação residente or cor ou raça 
Branca Preta Amarela! Parda 
' . Sem 
Região 
Indlgena! _ 
TOTAL 
(%)* (%)* (%)* (%)* (%)* declaraçao; 
! (%)* 
Sul 20991862 941 222 104 239 2884741 84747 103 538 25 110348 
(83,59%) (3,74%) (0,40%) (11,48%) (0,33%) (0,4%) 
Sudeste 45 163258 4752920 514562 21 367768 161 189 470496 72 430 193 
(62,35%) (6,56%) (0,70%) (29,50%) (0,20%) (0,60%) 
Centro- 5787384 537870 46294 5083964 104360 78786 11 638658 
oeste (49,72%) (4,62%) (0,40%) (43,68%) (0,80%) (0,60%) 
Nordeste 15738697 3 681 117 67241 27 722 133 170389 402909 47782487 
(32,93%) (7,70%) (0,10%) (58,01%) (0,30%) (0,80%) 
Norte 3616839 641 208 29246 8259486 213443 150947 12911170 
(28,01%) (4,96%) (0,22%) (63,97%) (1,65%) (1,17%) 
TOTAL 91 298040 10554337 761 582 65318092 734 128 1 206676 169872 856 
*Porcentagem da cor ou raça por região. 
4 
1.3 MARCADORES MICROSSA TÉLITES 
No genoma humano existem várias seqüências de DNA repetitivo. Dentre eles, 
estão os VNTR (repetições em tandem de número variável), que são separados em classes 
de acordo com seu tamanho: minissatélites e microssatélites. Os microssatélites possuem 
repetições de 1 a 6 pb, ou seja, uma seqüência de 1 a 6 pb se repete em tandem por diversas 
vezes. São abundantes em todo o genoma, possuem alto polimorfismo e seguem o padrão 
mendeliano de herança, o que os toma bons marcadores genéticos. Por isso, são muito 
utilizados como ferramenta para estudos de mapeamento genético, análise de ligação, 
estudos evolutivos e medicina forense (FOISSAC et aI., 1997). 
Os microssatélites possuem uma elevada taxa de mutação, que varia entre 10-3 e 10-6 
por loco por evento meiótico. Estas mutações ocorrem freqüentemente durante a meiose, na 
qual pode-se ganhar ou perder repetições, geralmente apenas uma repetição por vez. Então, 
cada alelo de um microssatélite se refere ao número de repetições encontradas (FOISSAC 
et aI., 1997; CAVALLI-SFORZA, 2003). 
Já foram descritos mais de 50 microssatélites na região do MHC ou em seu entorno, 
sendo um a cada 10 Kb. Nesta região predominam os microssatélites dinucleotídeos (CA)n, 
que são encontrados a cada 30 a 60 Kb. A importância destes marcadores está relacionada à 
sua localização. Já foi descrito desequilíbrio de ligação entre vários genes do MHC e 
microssatélites, como, por exemplo, alei os HLA de classe I e D6S 105 e D6S265 em 
haplótipos europeus (FOISSAC et aI., 1997). 
Portanto, microssatélites do MHC são muito informativos no estudo de genética de 
populações e já são muito usados para definir grupos, reconstruir migrações e investigar a 
estrutura genética de populações. Além disso, também são importantes e muito utilizados 
na procura de genes de susceptibilidade a doenças, como, por exemplo, diabetes mellitus, 
esclerose múltipla (FOISSAC et aI., 1997) e pênfigo foliáceo endêmico (resultados não 
publicados do Laboratório de Genética Molecular Humana, UFPR). Para este estudo, foram 
selecionados os seguintes microssatélites: D6S510, D6S2222, M2_5_11, HLAC-CAl, 
DRACAl, DQCARll, TNFd, MICA, BAT2CA e D6S2239, dos quais a localização é 
mostrada na Figura I. 
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Marcadores microssatélites no MHC 
cI."lsse 11 ORACA 
06S 291 
classe 111 
classe I 
H L.ABC-CA2 HLAC-CA1 
i 
06S265 065510 
Os números correspondem a Kb. 
TAP1CA 
MOGCA 
06S2239 
OOIV TNFa 
I 
TNF.6 
BAT2 l TB IKBl 
~ /BAT1 
Y'/t 
06S105 06S276 
~ 06S2222 
~06S2223 
J 
Estes marcadores estão mais distantes 
da região representada. 
Figura 1. Posição dos microssatélites no MHC. Em azul estão os microssatélites que fazem 
parte do trabalho. 
Estes microssatélites são, na sua maioria, dinucleotídeos, mas a unidade de 
repetição varia (Tabela 2). A grande parte dos estudos feitos com estes microssatélites são 
de associação com doenças complexas, sendo que estudos populacionais são mais raros 
(Tabela 2). 
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Tabela 2. Unidades de repetição dos microssatélites e alguns estudos já feitos com os 
mesmos. 
Marcador Unidade de 
microssatélite repetição 
MICA GCT 
DQCARII CA 
D6S2222 dinucJeotídeo 
continua 
Alguns estudos 
Nove grupos populacionais (OT A et aI., 1997); doença de 
Behcet (MIZUKI et aI., 1997; WALLACE et aI., 1999; 
YABUKI et aI., 1999; PARK et aI., 2002a); neoplasia 
cervical intraepitelial (GHADERI et aI., 1999); câncer de 
colo de útero (GHADERI et aI., 2001); diabetes do tipo 1 
(PARK et aI., 2001); doença de Addison (PARK et aI., 
. 2002b); azospennia não obstrutiva (TSUJIMURA et aI., 
2002); população coreana (PYO et aI., 2003a); artrite 
reumatóide (MOK et aI., 2003); doença mista do tecido 
conectivo (HASSAN et aI., 2003); estudo de uma 
população chinesa (FENG et aI., 2004); resposta a 
transplante (LI et aI., 2004); artrite psoriática (GRUBIC et 
aI., 2004) 
. Estudo de três grupos étnicos (LIN et aI., 1997); 
narcolepsia (MIGNOT et aI., 1997); diabetes mellitus 
(YU et aI., 1999); população tinlandesa (KARELL et aI., 
2000); azospennia não obstrutiva (TSUJIMURA et aI., 
2002); pênfigo vulgar (SLOMOV et aI., 2003); artrite 
reumatóide (YU et aI., 2003); resposta a transplante (LI et 
aI., 2004) 
Hemocromatose (THOMAS et aI., 1998); artrite 
reumatóide (YU et aI., 2003) 
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Tabela 2. Unidades de repetição dos microssatélites e alguns estudos já feitos com os 
mesmos. 
Marcador Unidade de 
microssatélite repetição 
TNFd GA 
BAT2CA CA 
D6S2239 dinucJeotídeo 
M2 5 II TTCTT 
continuação 
Alguns estudos 
EscJerose múltipla (KIRK et ai., 1997; RUBlO et ai., 
2002); artrite juvenil (FEICHTLBAUER et ai., 1998); 
população coreana (KIM et ai., 2000); doença 
linfoproliferativa (MAINOU-FOWLER et ai., 2000); 
azospermia não obstrutiva (TSUJIMURA et ai., 2002); 
artrite reumatóide (YU et aI., 2003); nefropatia 19A 
(TUGLULAR et aI., 2003); resposta a transplante 
(CAVET et ai., 1999; LI et ai., 2004); resposta ao 
tratamento de artrite reumatóide (MARTINEZ et ai., 
2004) 
Pênfigo vulgar (SLOMOV et ai., 2003); resposta ao 
tratamento de artrite reumatóide (MARTINEZ et ai., 
2004) 
Hemocromatose (AJIOKA et aI., 1997; THOMAS et aI., 
1998; PRA TIWI et aI., 1999) 
Apenas a descrição (MATSUZAKA et ai., 2000) 
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Tabela 2. Unidades de repetição dos microssatélites e alguns estudos já feitos com os 
mesmos. 
Marcador 
microssatélite 
D6S510 
HLAC-CAl 
DRACAl 
conclusão 
Unidade de 
repetição 
Alguns estudos 
Artrite juvenil (FEICHTLBAUER et ai., 1998); 
(CA)nCG(CA)n hemocromatose (GANDON et aI., 1996); pênfigo vulgar 
(GA)n 
CA 
CA 
(SLOMOV et ai., 2003); estudo de resposta a transplante 
(LI et aI., 2004) 
Pênfigo vulgar (SLOMOV et aI., 2003) 
Não foram localizadas informações. 
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2 OBJETIVOS 
o objetivo geral deste trabalho é caracterizar uma população brasileira formada por 
indivíduos de origem predominantemente européia e indivíduos mestiços quanto aos 
seguintes microssatélites do Complexo Principal de Histocompatibilidade: D6S510, 
D6S2222, M2_5_11, HLAC-CA1, DRACA1, DQCARlI, TNFd, MICA, BAT2CA e D6S2239. 
Os objetivos específicos são: 
• Realizar a tipagem dos microssatélites citados acima na amostra da população brasileira; 
• Calcular as freqüências alélicas, genotípicas e haplotípicas para os microssatélites na 
população; 
• Verificar se há diferença entre as freqüências encontradas no extrato populacional 
formado por indivíduos de origem predominantemente européia e o extrato de 
indivíduos mestiços; 
• Verificar se as freqüências genotípicas dos locos estudados estão em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 AMOSTRADEDNA 
Os indivíduos deste estudo provêm principalmente das regiões centro-oeste (n=68) e 
sudeste (n=74) do Brasil (Figura 2), mas também há indivíduos da região sul (n=39), 
nordeste (n=24) e norte (n=l). A amostra é fonnada por 141 indivíduos de origem 
predominantemente européia (E) e 65 indivíduos mestiços (M), de origem européia e 
africana. 
A extração de DNA foi realizada pelos métodos de salting-out (LAlllRI e 
NURNBERGER, 1991) e de fenol/clorofónnio/álcool isoamílico (13° llIWC, 2000). 
Figura 2. Mapa do Brasil. Em vennelho, região Sul. Em amarelo, região Sudeste. Em azul, 
região Centro-Oeste. Em laranja, região Nordeste. Em verde, região Norte. 
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3.2 ANÁLISE DOS MICROSSATÉLITES 
A ti pagem dos microssatélites foi feita com base em um método semi-automatizado, 
no qual foram amplificadas as regiões de microssatélites selecionadas por PCR com 
oligonucleotídeos iniciadores (primers) marcados com fluorescência. Os segmentos 
amplificados foram submetidos à corrida eletroforética no aparelho seqüênciador ABI 
Prism 377, na qual foram separados por tamanho. Os alelos foram designados com o uso 
dos programas computacionais Genescan 2.1 e Genotyper 2.0. 
A marcação fluorescente dos primers foi escolhida de maneira que pennitisse que 
produtos amplificados de diferentes locos com sobreposição de tamanho pudessem ser 
aplicados juntos para corrida eletroforética. A cor de marcação dos primers e os tamanhos 
de fragmentos gerados na PCR estão na Tabela 3. 
A amplificação foi feita com reações multiplex para cada amostra, fonnando-se os 
seguintes grupos de microssatélites: 
GRUPO I: DQCARlI, TNFd, MICA e D6S2222; 
GRUPO lIa: DRACAJ, BAT2CA e M2_5_J J; 
GRUPO IIb: D6S2239, HLAC-CAJ e D6S5JO; 
Sendo que lia e IIb foram aplicados juntos na corrida eletroforética. 
As condições para a amplificação foram as seguintes: 2 a 16 pmoles de primer 
(Tabela 4); 2 ~l de Tampão 10X; dNTP 0,25 mM; MgCb 1,5 mM; 0,5 U de Taq polimerase 
Platinum; e 5 ~l de DNA (20 ~g/ml), para um volume final de 20 ~l. A PCR é iniciada com 
uma temperatura de 94°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos; 
54,5°C (grupo I), ou 60°C (grupo lI) por 30 segundos; e noc por I minuto. A reação é 
finalizada com uma temperatura de noc por 40 minutos, seguida de 4°C até os produtos 
serem retirados do aparelho. 
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Tabela 3. Seqüência dos oligonucleotídeos iniciadores, tamanho dos fragmentos resultantes 
da PCR e cores de marcação fluorescente para cada microssatélite. 
Loco 
Grupo I 
DQCARlI 
TNFd 
MICA 
D6S2222 
Seq üência do primer 5' - 3' 
(marcação) 
5' tgattcataaggcaagaatccagcatattgg 
(NED - amarelo) 
5 ' catagtgggactctgtctccaaag 
(NED - amarelo) 
5' cctttttttcagggaaagtgc 
(VI C - verde) 
5' agtcatctgaagagttgg 
(6-FAM - azul) 
Seqüência do primer Tamanho dos 
3'- 5' . fragmentos (kb) 
5 ' gatgatttaagtttcctgtggacc 180 - 230 
5 ' agatccttccctgtgagttctgct 124 - 138 
5' ccttaccatctccagaaactgc 179 - 200 
5 ' gcatgtcttctttgttaagg 236 - 252 
---.-.----' .. -----.--.-.. ------.. -- .... ------.-.---'-----·------------··-------------r-------··---------------------------r--·--------··-··---··--------
Loco Seqüência do primer 5'- 3' , Seqüência do primer i Tamanho dos 
_ i 
Grupo 11 (marcaçao) i 3'- 5' I fragmentos (kb) 
__________________ , ___________________ . __________________________ ..l __________________________ .J. ______________ _ 
DRACAl 
D6S2239 
BAT2CA 
HLAC-CAl 
M2 5 11 
D6S510 
5' tggaatctcatcaaggtcag 
(NED - amarelo) 
5 ' gttggaagcaatggattagatgtcc 
(NED - amarelo) 
5' ctccagcctggataacag 
(VIC - verde) 
5'gcctgccaccataccccact 
(VIC - verde) 
5' ccagatttcctagattaccatcatc 
(6FAM - azul) 
5' aatgggctactacttcacacc 
(6-FAM - azul) 
5 ' acatttgtatgcttcagatg 240 - 270 
5 ' ctacctgccaggaaca 106 - 118 
5 ' acaagggctttaggaggtct 135-165 
5 'tagactagctcttgactact 101-121 
5 'tgaaattgcaaccagaatatcac 285-321 
5 ' caacacactgatttccatagc 170 - 202 
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Tabela 4. Quantidade de cada oligonucleotídeo iniciador colocada por amostra por reação 
de peR (volume tinal de 20 /-lI). 
Marcador Quantidade de Marcador Quantidade de 
Microssatélite de , oligonucleotídeo Microssatélite de oligonucleotídeo 
GRUPO I iniciador (pmol) GRUPOn iniciador (pmol) 
.- - - -----~-----._-- ---- .. ---_._-----------_ .. _--_._ ... ,.- -_._ ... _----_: \ 
DQCAR11 8,0 M2 5 11 14,0 
TNFd 4,0 DRACAI 16,0 
D6S2222 4,0 BAT2CA 10,0 
MICA 4,0 HLAC-CAl 10,0 
I i 
D6S51 O 2,0 
D6S2239 8,0 
: : ._----_ ... _--------~---_._-_ .. _-.---_ .. _---_._._--'_.-._. __ ._.~-_.------._----~-----------_._---------_ ... __ ._----~-,-
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Após a PCR, os produtos foram diluídos em água mili-Q nas seguintes proporções: 
2 !lI de produto de PCR em 5 !lI de água, para grupo I; 2 !lI de produto de PCR do grupo lia 
e 2 !lI de produto de PCR do grupo IIb em 4 !lI de água, para o grupo lI. Imediatamente 
antes da aplicação no gel, 1 !lI de cada produto diluído foi misturado com 0,21 !lI do 
marcador de tamanho ROX-350; 0,42 !lI de corante Blue Dextran e 0,84 !lI de formam ida 
deionisada. A mistura era submetida a uma temperatura de 94°C por 5 minutos para que os 
produtos de PCR fossem desnaturados. Logo em seguida eram aplicados 2 !lI desta mistura 
no gel já polimerisado. 
3.3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
As freqüências alélicas foram obtidas por contagem. As freqüências genotípicas 
foram obtidas também por contagem utilizando o programa Convert (PROBST, 1998). As 
freqüências haplotípicas foram obtidas por máxima verossimilhança, através do algoritmo 
EM, incluído no pacote de programas Arlequin v. 2.000. (SCHNEIDER et ai., 2000). A 
verificação do equilíbrio de Hardy-Weinberg foi feita pela comparação da freqüência 
observada dos genótipos com aquela esperada em equilíbrio através do teste de GUO e 
THOMPSON (1992), utilizando-se também o pacote de programas Arlequin v. 2.000. 
(SCHNEIDER et aI., 2000). Comparações entre populações foram feitas pelo teste exato de 
Fisher, com auxílio do programa RXC (MILLER, 1997) sendo adotado como limite de 
significância P=0,05. 
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4 RESULTADOS 
Os resultados de freqüências alélicas obtidos para cada microssatélite em cada 
extrato populacional (indivíduos de origem predominantemente européia - E - e indivíduos 
mestiços de origem européia e africana - M) estão mostrados nas Tabelas 5 a 12. O 
microssatélite DQCARlI foi excluído das análises, pois os resultados obtidos não foram 
confiáveis. Há relatos anteriores que mostram igual dificuldade para a tipagem deste 
marcador (Marry Carrington, comunicação pessoal). Também não foi incluído o 
microssatélite D6S2239, pois houve problemas na tipagem, totalizando apenas 20 
indivíduos com resultados e este número foi considerado insuficiente para a análise. 
Para o microssatélite TNFd foram encontrados 7 alelos, sendo que o mais freqüente 
foi o 130 nos dois extratos populacionais, atingindo a metade (em M) ou quase (em E) do 
total da freqüência alélica (Tabela 5). Foi feita também a comparação entre as freqüências 
nos dois extratos populacionais, sendo que houve diferença significativa (P=0,03004) 
apenas para o alelo 128 (Tabela 5). Outro cálculo foi feito levando-se em consideração a 
distribuição de freqüência do conjunto total de alelos. Para este teste também não houve 
diferença significativa entre os extratos populacionais (P=0,17638). A heterozigosidade 
observada foi de 65,35% em E e 68,42% em M. 
Para o microssatélite D6S2222 foram encontrados 9 alelos, sendo que os mais 
freqüentes foram o 240 em E e o 242 em M. A soma destes dois alelos atinge 76,5% da 
freqüência total em E e 83% em M (Tabela 6). Na comparação entre os dois extratos 
populacionais, encontrou-se diferença significativa (P=0,0093) para o alelo 244 (Tabela 6) 
e para a distribuição alélica (P=O,02572). A heterozigosidade observada foi de 65,22% em 
E e 53,57% em M. 
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Tabela 5. Freqüências alélicas absolutas e relativas do microssatélite TNFd e valor de P 
encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
ALE LOS 
E (N=126) 
(tamanho do fragmento em pares 
n (%) 
de base) 
126 16 (6,3%) 
128 3 (1,2%) 
130 119 (47,6%) 
132 79 (31,1 %) 
134 30(11,8%) 
136 4 (1,6%) 
138 1 (0,4%) 
M (N=57) 
n (%) 
6 (5,3%) 
6 (5,3%) 
57 (50,0%) 
26 (22,8%) 
17(14,9%) 
2 (1,7%) 
O 
P 
0,812980 
0,030040 
0,649380 
0,109760 
0,503160 
1,000000 
1,000000 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do aleIo; (%): freqüência relativa do alelo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
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Tabela 6. Freqüências alélicas absolutas e relativas do microssatélite D6S2222 e valor de P 
encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
ALE LOS 
E (N=115) M (N=56) 
(tamanho do fragmento em pares P 
n (%) n (%) 
de base) 
236 ° I (0,9%) 0,333800 
238 6 (2,6%) 1 (0,9%) 0,429860 
240 91 (39,6%) 42 (37,5%) 0,726160 
241 4 (1,7%) 2 (1,8%) 1,000000 
242 85 (37,0%) 51 (45,5%) 0,145360 
244 37 (16,1%) 7 (6,2%) 0,009300 
246 2 (0,9%) 2 (1,8%) 0,599480 
250 2 (0,9%) 2 (1,8%) 0,254400 
252 2 (0,9%) 4 (3,6%) 0,094020 
... _----------
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do alelo; (%): freqüência relativa do alelo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
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Para o microssatélite MICA foram encontrados 5 alelos, sendo que .os mais 
freqüentes foram o 197 em E e o 188 em M (Tabela 7). A rreqüência alélica variou entre os 
dois extratos populacionais, sendo que foi encontrada diferença significativa na freqüência 
do alelo 197 (P=0,03732), e valores próximos ao limiar de significância (P=0,06014) para 
o alelo 188 (Tabela 7) e para a distribuição alélica (P=0,09652). A heterozigosidade 
observada foi de 70,75% em E e 73,58% em M. 
Para o microssatélite HLA C-CA 1 foram encontrados 14 alei os, sendo que o mais 
freqüente foi o 103 nos dois extratos populacionais (Tabela 8). Não foi encontrada 
diferença significativa entre as populações para a rreqüência de nenhum alelo (Tabela 8) e 
nem para a distribuição alélica (P=0,31208). A heterozigosidade observada foi de 77,60% 
em E e 84,75% em M. 
Para o microssatélite BAT2CA foram encontrados 15 alelos, sendo que os mais 
rreqüentes foram o 144 em E e o 142 em M (Tabela 9). Foi encontrada diferença 
significativa entre as populações para a freqüência dos alelos 146 (P=O,O 192), 152 
(P=0,04122) e 158 (P=0,03628). Para o alelo 142 o valor de P (P=0,0523) foi muito 
próximo ao limiar (Tabela 9). Além disso, foi significativa também a diferença encontrada 
entre a distribuição alélica dos dois extratos populacionais (P=0,004177). A 
heterozigosidade observada foi de 89,08% em E e 84,21 % em M. 
Para o microssatélite D6S510 foram encontrados 10 alei os, sendo que o maiS 
rreqüente foi o 178, nos dois extratos populacionais (Tabela 10). Foi encontrada diferença 
significativa entre as populações (Tabela 10) para a freqüência dos alelos 186 (P=O,O 1 02), 
194 (P= 0,02658) e na distribuição alélica (P= 0,007819). A heterozigosidade observada foi 
de 82,18% em E e 81,39% em M. 
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Tabela 7. Freqüências alélicas absolutas e relativas do microssatélite MICA e valor de P 
encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
ALELOS 
E (N=106) 
(tamanho do fragmento em pares 
n (%) 
de base) 
182 17 (8,0%) 
185 30 (14,1%) 
186 52 (24,5%) 
188 46 (21,7%) 
197 67 (31,6%) 
M (N=53) 
N(%) 
5 (4,7%) 
17 (16,0%) 
29 (27,4%) 
72 (32,1%) 
21 (19,8%) 
P 
0,363120 
0,729700 
0,598860 
0,060140 
0,037320 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do aleIo; (%): freqüência relativa do aleIo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
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Tabela 8. Freqüências alélicas absolutas e relativas do microssatélite HLAC-CA 1 e valor de 
P encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
ALELOS 
E (N=125) M (N=59) 
(tamanho do fragmento em pares P 
n (%) n (%) 
de base) 
100 O 2 (1,69%) 0,101100 
101 1 (0,4%) O 1,000000 
102 1 (0,4%) O 1,000000 
103 79 (31,6%) 40 (33,9%) 0,713800 
105 4 (1,6%) 4 (2,5%) 0,684960 
106 O I (0,8%) 0,319440 
107 52 (20,8%) 25 (21,2%) 1,000000 
109 31 (12,4%) 16 (13,6%) 0,747860 
111 10 (4,0%) 6(5,1%) 0,598820 
113 2 (0,8%) 3 (2,5%) 0,331040 
115 13 (5,2%) 2 (1,7%) 0,153120 
[ 17 42 (16,8%) [3 (I 1,0%) 0,167860 
119 14 (5,6%) 6(5,1%) 1,000000 
121 I (0,4%) I (0,8%) 0,540200 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do alelo; (%): freqüência relativa do alelo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
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Tabela 9. Freqüências alélicas absolutas e relativas do microssatélite BAT2CA e valor de P 
encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
ALELOS 
E(N=119) M (N=57) 
(tamanho do fragmento em pares. P 
n (%) n (%) 
de base) 
139 O 1 (0,9%) 0,323100 
140 18 (7,6%) 9 (7,9%) 1,000000 
142 61 (25,6%) 41 (36,0%) 0,052300 
144 65 (37,3%) 27 (23,7%) 0,515320 
146 8 (3,4%) 11 (9,6%) 0,019200 
148 5 (2,1%) 5 (4,4%) 0,306160 
149 1 (0,4%) O 1,000000 
150 4 (1,7%) 1 (0,9%) 1,000000 
151 1 (0,4%) 1 (0,9%) 0,542260 
152 53 (22,3%) 15 (13,2%) 0,041220 
154 8 (3,4%) 1 (0,9%) 0,282060 
156 3 (1,3%) I (0,9%) 1,000000 
158 9 (3,8%) O 0,036280 
160 I (0,4%) I (0,9%) 0,543300 
162 1 (0,4%) O 1,000000 
o •••• _. __ •• __ •• , ___ ._ •• 
O". __ ., ••• _________ • _____ •• __ • _______ --------_."-_._--- -----------_ .. _---_._-_ ... ----" -- --_._---._- _. -----_. 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do alelo; (%): freqüência relativa do alelo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
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Tabela 10. Freqüências alélicas absolutas e relativas do microssatélite D6S510 e v~lor de P 
encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
p 
0,882000 
0,010200 
0,794140 
0,097220 
0,426120 
0,026580 
0,615920 
1,000000 
1,000000 
1,000000 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do alelo; (%): freqüência relativa do alelo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
23 
Para o microssatélite M2 _5 _11 foram encontrados 10 alelos, sendo que os mais 
freqüentes foram o 320 em E e o 288 em M (Tabela I 1). Na comparação entre os dois 
extratos populacionais foi encontrado um valor de P próximo ao limiar (P=0,06944) para o 
alelo 288 (Tabela 11) e a diferença foi significativa na comparação das distribuições 
alélicas (P=0,00704). A heterozigosidade observada foi de 47,83% em E e 42,85% em M. 
Para o microssatélite DRACA 1 foram encontrados 13 alelos, sendo que o mais 
freqüente foi o 244 nos dois extratos populacionais (Tabela 12). Não houve diferença 
significativa na freqüência de nenhum alelo (Tabela 12) e nem na distribuição alélica 
(P=0,5226) entre as populações. A heterozigosidade observada foi de 84,81 % em E e 
82,61% em M. 
Foi calculado o equilíbrio de Hardy-Weinberg para todos os locas. Os locas 
encontravam-se em equilíbrio com exceção de: MICA em M (P=0,01336), DRACAl em M 
(P=0,03011), BAT2CA em E (P=0,02904) e M2 5 11 (E: P=O,OOOOO; M: P=O,OOOOO). O 
desvio do equilíbrio em MICA (M) está concentrado nos genótipos 186/186, 185/186, 
185/188 e 186/197 e nos demais microssatélites o desvio está distribuído por muitos 
genótipos. 
As freqüências haplotípicas foram calculadas para os locas dois a dois e também 
para o conjunto total dos locas nos dois extratos populacionais. Na Tabela 13 o número de 
haplótipos encontrados é comparado com o número esperado em total aleatoriedade 
(calculado apenas pela multiplicação do número de alelos de cada loco). Pela observação 
das freqüências haplotípicas não foi possível detectar locas que pudessem estar em 
acentuado desequilíbrio de ligação. As freqüências haplotípicas mais altas se deviam à alta 
freqüência dos alelos que compunham o haplótipo. 
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Tabela 11. Freqüências alélicas absolutas e relativas do microssatélite M2 _5 _11 e valor de 
P encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
ALELOS 
E (N=1l5) 
(tamanho do fragmento em pares 
n (%) 
de base) 
285 ° 
287 14(6,1%) 
288 51 (22,2%) 
289 10(4,3%) 
290 ° 
293 43 (19,1%) 
315 19 (8,3%) 
319 21 (9,1%) 
320 69 (30,0%) 
321 1 (0,4%) 
M (N=56) 
n (%) 
2 (1,8%) 
9 (8,0%) 
36 (32,1%) 
1 (0,9%) 
2 (1,8%) 
13 (11,6%) 
5 (4,5%) 
16 (14,3%) 
26 (23,2%) 
2 (1,8%) 
P 
0,109160 
0,493480 
0,069440 
0,107080 
0,107720 
0,096220 
0,257360 
0,189220 
0,189640 
0,250280 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do aleio; (%): freqüência relativa do alelo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
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Tabela 12. Freqüências alélicas absolutils e relativas do microssatélite DRACAl e valor de 
P encontrado na comparação das duas amostras populacionais. 
ALELOS 
E (N=79) M (N=46) 
(tamanho do fragmento em pares· P 
n (%) n (%) 
de base) 
242 22 (13,9%) 10 (10,9%) 0,553500 
244 31 (19,6%) 23 (25,0%) 0,342540 
246 1 (0,6%) O 1,000000 
252 11 (7,0%) 8 (8,7%) 0,630420 
253 7(4,4%) 6 (6,5%) 0,555600 
254 20 (12,7%) 10 (10,9%) 0,841320 
255 9 (5,7%) 7 (7,6%) 0,599460 
256 7(4,4%) 3 (3,3%) 0,749200 
257 7(4,4%) 1 (1,1%) 0,268740 
258 22 (13,9%) 16(17,4%) 0,482520 
260 I (0,6%) 3 (3,3%) 0,141320 
261 19 (12,0%) 5 (5,4%) 0,109460 
263 I (0,6%) O 1,000000 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de mestiços de origem 
européia e africana; n: freqüência absoluta do alelo; (%): freqüência relativa do alelo; N: 
número de indivíduos da amostra; P: valor de significância. 
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Tabela 13. Número de haplótipos encontrados e número de haplótipos esperados. em total 
aleatoriedade. 
continua 
E M 
_______ •• _________ • "0 ___________ J.. ____________ . ___ o_o •• _ " __ •• ,,_._ .. ____ •• ____________ l __________ .. ___________ ~ _________ . 
I Número Número' Número Número 
i . 
Locos do haplótipo I observado de: esperado de : observado de; esperado de 
I haplótipos : haplótipos haplótipos! haplótipos 
l ' __ . _____ . __ 1 __________ . -_._-. __ . __ ._._-_ .. _---_._._.-- ._-_ .. __ .. _--------,._-_.- -----' --
DRACAlITNFd 32 91 28 66 
BAT2CA/HLAC-CAI 51 168 33 144 
DRACAI/HLAC-CA1 46 156 40 132 
HLAC-CAlIM2 5 11 47 96 43 120 
HLAC-CAI/TNFd 39 84 32 72 
HLAC-CAI/MICA 35 60 30 60 
M2 5 /I/D6S5IO 41 80 29 70 
BAT2CA/D6S2222 38 112 27 108 
BAT2CA/M2 5 11 48 112 33 120 
BAT2CA/MICA 32 60 27 60 
BAT2CA/DRA CA 1 49 182 38 132 
M2 5 /I/D6S2222 31 64 29 90 
D6S51 O/D6S2222 32 80 21 63 
M2 5 /lIDRACAI 37 104 27 110 
M2 5 li/MICA 28 40 28 50 
TNFd/D6S51O 32 70 19 42 
TNFd/D6S2222 25 56 23 54 
M2 5 II/TNFd 32 56 29 60 
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Tabela 13. Número de haplótipos encontrados e número de haplótipos esperados em total 
aleatoriedade. 
conclusão 
E M 
_. __ . _____ . _______ ... .. __ L __ .. ___ . _______ . __ ..... _. __________ . ___ ... _____ ._. ___ .. ___ . __ . ______ . _____ . _____ . _____ _ 
Número Número Número Número 
I 
I I 
observado de ; Locos do haplótipo : observado de ; esperado de esperado de 
i i 
haplótipos haplótipos haplótipos haplótipos 
BA T2CAlD6S51 O 44 140 26 84 
MICA/D6S510 32 50 23 35 
MICA/TNFd 19 35 17 30 
MICA/D6S2222 25 40 24 45 
HLAC-CA1/D6S2222 37 96 30 108 
DRACAIIMICA 36 65 28 55 
DRACA1/D6S2222 33 104 29 99 
BTA2CA/TNFd 36 98 25 72 
DRA CA I /D6S51 O 45 130 32 77 
HLA C-CA I /D6S51 O 43 120 33 84 
TODOS 96 48921 600 51 29937600 
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5 DISCUSSÃO 
A técnica utilizada para a tipagem dos microssatélites foi escolhida por apresentar 
uma maior precisão para diferenciar fragmentos com apenas dois pares de base de diferença 
se comparada com a corrida em gel de poliacrilamida em aparelho tradicional. Porém, 
apesar da precisão, existe ainda uma dificuldade quando se trata de fragmentos com apenas 
um par de base de diferença. Por isso, microssatélites com unidades de repetição de um par 
de base não são muito utilizados. 
Neste trabalho, temos oito microssatélites dinucleotídeos, um trinucleotídeo e um 
pentanucleotídeo, mas encontramos em vários deles alelos que diferiam por apenas um par 
de base. Em muitos casos, estes alelos não eram esperados e pode ser que resultem de erros 
de tipagem. Estes erros podem ser corrigidos com a repetição da tipagem dos indivíduos 
portadores de tais alelos. Estes casos são: D6S2222 (aleIo 241), HLAC-CAl (alelos 100, 
102 e 106), BAT2CA (alelos 139, 149 e 151) e DRACAl (alelos 253, 255, 257, 261 e 263). 
Se os alelos inesperados continuarem a aparecer mesmo com as repetições, outras 
abordagens serão adotadas. Isto é necessário pois existe a possibilidade destes alelos serem 
repetições imperfeitas dos microssatélites. As outras abordagens são: análise de segregação 
em família, pois com várias ou até mesmo uma única geração é possível confirmar a 
existência ou não desses alei os; seqüênciamento de algumas amostras, o que permitiria ver 
a seqüência exata de nucleotídeos, comprovando ou não a existência de repetições 
imperfeitas; e a análise de nova amostra de DNA dos mesmo indivíduos, pois os problemas 
podem estar aparecendo devido a impurezas na solução de DNA utilizada, que 
dificultariam a peR. 
a desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg encontrado para DRACAI e BAT2CA 
pode ter ocorrido justamente pela presença destes alei os duvidosos, alterando a freqüência 
dos alelos com um par de base de distância e forçando freqüências genotípicas esperadas 
diferentes das observadas. 
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Em outros dois microssatélites apareceram também fragmentos que diferiram por 
apenas um par de base: MICA e M2 _5 _11. Porém, nestes casos a explicação é diferente. A 
descrição do marcador M2 _5 _11 foi feita com base em um alelo que gerou um fragmento 
de PCR com 318 pb (MA TSUZAKA et aI.. 2000), que não foi encontrado neste trabalho. 
Na descrição, a faixa possível de tamanho de alelos era de 285 a 318 pb, sendo um 
marcador pentanucleotídeo, porém com repetições imperfeitas. Considerando apenas os 
alelos mais freqüentes deste trabalho teremos os seguintes tamanhos de fragmentos em 
pares de base: 288, 293, 319 e 320. O intervalo entre 288 pb e 293 pb é de cinco 
nucleotídeos, o que condiz com a repetição TICTI do marcador. Já os tamanhos 319 pb e 
320 pb estão bem próximos ao alelo descrito de 318 pb. Então, a maior parte dos aleI os 
encontrados deve refletir pequenos erros pela dificuldade de definir alelos com um par de 
base de diferença. Porém, para entendermos os tamanhos de fragmentos encontrados, as 
mesmas medidas já citadas (repetições, análise de segregação em família, seqüênciamento e 
análise de amostras de DNA novas dos mesmos indivíduos) serão tomadas. Os outros 
resultados para este marcador podem ser justificados pela provável inexistência da maior 
parte dos alelos encontrados. A heterozigosidade encontrada foi baixa (47,83% em E e 
42,85% em M), pois grande parte dos alelos teve freqüências baixíssimas e apenas quatro 
alelos (288, 293, 319 e 320) tiveram freqüências acima de 10%. Além disso, foi encontrado 
um desvio pronunciado do equilíbrio de Hardy-Weinberg, que pode ser devido a desvios de 
freqüências encontrados pela designação errada de alelos. 
Já no caso do MICA era esperado que aparecesse um alelo com um par de base de 
diferença de outro. Na literatura, o microssatélite MICA é descrito como tendo cinco ou seis 
alelos: A4, AS, AS.1, A6, A9 e AIO (mais raro) sendo que os números se referem ao 
número de repetições (GCT)n e o alelo AS.1 tem cinco repetições e uma inserção de um 
nucleotídeo em uma repetição (GGCT). Estes alelos corresponderiam, respectivamente, aos 
seguintes tamanhos de fragmento em pares de base: 179, 182, 183, 185, 194 e 197 
(MIZUKI et aI., 1997; PEREZ-RODRIGUEZ et aI., 2000). Neste trabalho, alguns dos 
tamanhos de fragmentos dos S alelos encontrados (182, 185, 186, 188 e 197) referem-se a 
números de repetições nunca descritos, ou raríssimos (182, cinco repetições; 185, seis 
repetições; 186, seis repetições mais uma inserção; 188, sete repetições e 197, dez 
repetições). Este problema desaparece quando se considera cada alelo com 3 pb a menos, 
30 
com o que os alei os encontrados passam a coincidir com os descritos na literatura. Portanto, 
será adotada neste trabalho, para comparações com populações já estudadas, a 
nomenclatura utilizada na literatura considerando-se 3 pb a menos para cada alelo 
encontrado. 
O marcador MICA parece variar muito de acordo com a população estudada. Foram 
encontradas diferenças entre os extratos populacionais estudados e estão mostradas na 
Tabela 14 freqüências descritas em outras populações. Para o alelo A4, a freqüência 
encontrada no extrato de origem mestiça foi a mais baixa até o momento. Isto talvez seja 
reflexo de uma baixa freqüência deste alelo na população africana de origem. Porém, não 
há dados publicados para populações africanas. Já para o alelo A9, a freqüência do extrato 
de origem predominantemente européia foi a mais alta. Esta alta freqüência pode ser 
explicada por uma possível freqüência elevada na população portuguesa, que foi a 
população européia que mais contribuiu para a formação da nossa população. Porém não há 
dados publicados para a população portuguesa. Além disso, este extrato populacional, ainda 
que sendo de origem predominantemente européia, é sabidamente miscigenado (BRAUN-
PRADO et ai., 2000). Então, esta freqüência elevada poderia resultar de uma alta 
freqüência em africanos e/ou em indígenas. No geral, as freqüências alélicas na nossa 
população são parecidas com as dos caucasóides dos EUA e dos chineses da etnia Uygur. 
Nota-se que para este loco o padrão de distribuição das freqüências alélicas não obedece 
uma regularidade em áreas geográficas, observando grandes variações em uma mesma 
população (Suécia). Essa distribuição pode estar relacionada com dificuldades de tipagem. 
Outra possível explicação diz respeito à localização deste microssatélite. O gene MICA, 
assim como este microssatélite, está muito próximo do gene HLA-B. Como os genes HLA 
apresentam variações entre populações, o desequilíbrio de ligação entre estes dois locos 
poderia estar levando a esta variação de freqüências também no microssatélite. De qualquer 
maneira, esta grande variação encontrada evidencia a importância do estudo deste 
microssatél ite. 
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Tabela 14. Freqüências alélicas do microssatélite MICA em diversas populações . 
. , Tamanho i Brasil Brasil: Caucasi- Espanha*' Itália i Suécia* ! Suécia* , Suécia* 
Alelo' do ,(M) (E) anos dos' (13) . (5)' i (lO) ,(12) (14) 
: fragmento! n=53 i n=106 i EUA* (9)i n=116 • n=26! n=229 i n=120 , n=153 
... _ .. __ . _.: .. _._.!p~l. ___ .. :._ . .c~L.~ .. J~~L_ .. !l~1.~J~).:_ .. __ (~L_._: __ f~LJ __ .. e~t ....... __ (~~. __ Jr~ __ 
A4 179 4,7 8,0 10,2 13,9 9,6 13,9 16,9 13,9 
A5 182 16,0 14,1 14,2 15,1 21,2 13,4 17,5 33,6 
A5.! 183 27,4 24,5 21,8 25,1 11,5 44,3 46,1 41,6 
A6 185 32,1 21,7 30,2 24,5 40,4 15,1 5,1 4,6 
A9 194 19,8 31,6 22,7 16,3 17,3 15,1 11,1 9,4 
: Tamanho I República: Grécia Grécia! Turquia Palestina! I Arábia Irã i Cazaquis-
Alelo I do 'I Tcheca : (6) (5) i (7) Jordânia* I Saudita (5) I tão (5) 
!fragmento i (8)n=140 I n=40 n=27 I n=50 (11) I (5) in=181 n=38 
. (pb) ! (%) (%) (%): (%) n=102 i n=18 [(%) I (%) 
------_. . _______ .J __ .l_ . l~ __ l_J~L_l ____ _'i __ 
A4 179 26,4 17,5 14,8 15,0 12,5 5,6 8,3 13,1 
A5 182 20,0 10,0 11,1 16,0 15,9 8,3 16,7 23,7 
A5.1 183 59,3 27,5 22,3 21,0 20,7 22,2 16,7 22,4 
A6 185 30,7 28,8 40,7 33,0 34,3 50,0 47,2 22,4 
A9 194 29,3 16,3 11,1 15,0 15,3 13,9 11,1 18,4 
I--~~:~o il'- Chin~' ; Chi~a i . ~hin~·i ~oréia 1 Coréia í Co;éia I Japão 
: do (Han) (5) i (HUl) i (Uygur)! (2) , (3)" (4) i (1) 
Alelo I I (5)' , I I i ! fragmento! n=32 ! (5) n=49! n=204 : n=297 n=134! n=103 
. (pb) ! (%) n=44 i (%) I (%) : (%) ! (%) ~ (%) 
Japão (5) 
n=352 
(%) 
A4 
A5 
A5.1 
A6 
A9 
f%) : I ! ._ .. __ ._ .• __ ~ .. _._ .. . •. __ ..•. _ \ .. __ ........... _ . __ ... _ ......... ___ ._ .. ___ .. _._. ____ . ____ .:._ .. ______ ._L. .. ______ ._ .. ____ . __ .. 
179 9,4 9,1 7,1 13,0 14,8 15,3 17,0 16,1 
182 
183 
185 
194 
28,1 30,7 16,3 26,2 32,3 29,1 31,6 29,2 
26,6 23,9 22,5 19,1 15,0 16,0 9,2 12,3 
15,6 17,0 33,7 26,5 22,6 24,6 25,7 25,8 
20,3 19,3 20,4 15,2 15,3 14,9 16,5 16,6 
(1) MIZUKI et ai., 1997; (2) PARK et aI., 2002a; (3) MOK et aI., 2003; (4) PARK et aI., 
2001; (5) OTA et aI., 1997; (6) YABUKI et al.,1999; (7) YIGITBAS et ai., 2003; (8) 
NOVOTA et aI., 2004; (9) PARK et ai., 2002b; (lO) HASSAN et ai., 2003; (11) 
WALLACE et ai., 1999; (12) GHADERI et aI., 2001; (13) FDEZ-MORERA et ai., 2003; 
(14) GHADERI et ai., 1999. * freqüência alélica calculada a partir da fenotípica fornecida. 
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o desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg encontrado para MICA deve estar 
relacionado. com a dificuldade de se diferenciar alelos com apenas um par de base de 
diferença. Ou seja, o alelo 185 pode ter sido designado algumas vezes como 186 e vice-
versa. Foi perceptível que a freqüência do genótipo homozigoto 186/186 e do genótipo 
185/186 está aumentada, sendo que em alguns destes casos o genótipo real deve ser 
185/185. A freqüência do alelo 186, portanto, deve estar aumentada, fazendo com que a 
freqüência esperada dos genótipos com o alelo 186 estejam elevadas e as dos genótipos 
com 185 estejam reduzidas. Para se ter certeza da tipagem dos indivíduos portadores destes 
alelos serão adotadas as mesmas medidas já citadas acima. 
O microssatélite MICA se encontra dentro do éxon 5 do gene MICA, na região que 
codifica para a porção transmembrânica da proteína. As unidades de repetição 
corre,spondem a alaninas na proteína e o alelo 5.1, que tem uma inserção, causa uma 
mudança na matriz de leitura, levando a uma interrupção prematura da proteína pela 
presença do códon de terminação T AA (MIZUKI et aI., 1997). A ausência de outros alelos 
(como sete ou oito repetições) nas populações estudadas até o momento indica que estes 
devem ser deletérios, codificando uma proteína incapaz de exercer uma função vital (OTA 
et ai., 1997). Estes fatos nos dão maior segurança para admitir que os alelos encontrados 
neste trabalho sejam equivalentes aos descritos na literatura, como mencionado 
anteriormente. Além disso, a ausência dos mesmos alelos na nossa população reforça esta 
hipótese. 
Não foram encontrados dados de freqüências alélicas em outras populações para os 
demais marcadores, com exceção de TNFd. Porém, mesmo para este marcador, não será 
possível uma extensa comparação, já que na literatura, muitos artigos trazem os alelos 
nomeados por dI, d2, d3, d4, d5, d6, d7 e d8 e não foi encontrada a equivalência destes 
nomes em tamanhos do fragmento em pares de base. A única comparação possível foi com 
uma população alemã (Tabela 15). 
33 
Tabela 15. Freqüências de indivíduos portadores das variantes do microssatélite TNFd. 
ALELOS 
(tamanho do 
Brasileiros (E) Brasileiros (M) i Alemães (1) 
n=127 (%) n=57 (%) n=135 (%) 
fragfl1~nto~t!m p~):_ " ____ • _____ o 
126 Ii ,8 10,5 16,3 
128 2,4 10,5 3,0 
13O 73,2 75,4 68,1 
132 50,4 38,6 51,9 
134 23,6 29,8 15,6 
136 3,1 3,5 5,2 
138 0,8 ° ° 
.~_.~ ____ L40_~~~ _____ ~~_~_~ ____ 9~~ _______ ~ ______ <L _____ ._~~Z_~ __ _ 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de origem mestiça de 
africanos e europeus; (1) FEl CHTLBA UER et aI., 1998. 
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o extrato populacional E foi bem semelhante aos alemães, com exceção. do aleIo 
134. Este aleIo pode ser mais freqüente nos portugueses, que foram os pnnClpaIS 
colonizadores do Brasil. Já para M, em comparação com os alemães, diferiram em 
freqüência os alelos 128, 130, 132 e 134. A diferença encontrada para todos, com exceção 
do 134, pode ser justificada pela origem africana, sendo que a freqüência do aleIo 128 já 
havia diferido do extrato de origem predominantemente européia. Os alelos 128 e 130 
devem ser mais freqüentes em populações africanas, já o aleIo 132 deve ter sua freqüência 
diminuída nestas populações em comparação com europeus. A diferença encontrada entre 
M e alemães para o alelo 134 deve ter a mesma origem da diferença encontrada entre E e 
alemães. 
A heterozigosidade variou bastante de loco para loco neste estudo, sendo que para 
TNFd, MICA e HLAC-CAl foi mais alta em M e para D6S2222, BAT2CA, D6S510, 
M2_5_11 e DRACAl foi mais alta em E. Porém, nem sempre a diferença entre os dois 
extratos foi grande, sendo que as maiores diferenças foram para D6S2222 e HLAC-CAl 
(Tabela 16). Para D6S2222 a heterozigosidade foi mais alta em E e neste marcador M tem 
apenas dois alelos com freqüência acima de 10%, enquanto E tem três (Tabela 6). Isso 
mostra que, provavelmente, existe um menor número de alelos, ou a maior parte dos alelos 
são raros nos ancestrais africanos e nos ancestrais europeus a diversidade é maior. Já para o 
HLAC-CA1, a heterozigosidade é maior em M. Neste caso, a maior diversidade deve estar 
na população ancestral africana. A heterozigosidade média foi similar nos dois extratos 
populacionais, mostrando que, para estes marcadores, não há uma tendência geral de maior 
diversidade. Deve-se levar em consideração o fato da amostra populacional M ter um 
menor número de indivíduos, o que poderia estar reduzindo a ocorrência de alei os raros. É 
possível que, se ambos os extratos tivessem um número próximo de indivíduos, as 
heterozigosidades mais altas fossem encontradas em M. Isto porque M é uma população 
mestiça de origem africana e européia e, se estas duas populações de origem tiverem 
freqüências alélicas diferentes, a freqüência em M será intermediária, resultando em uma 
maior diversidade. 
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Tabela 16. Heterozigosidades observadas nos dois extratos populacionais estudados. 
Marcador Microssatélite Heterozigosidade em E Heterozigosidade em M 
- .. _--_ .. _. __ . __ .. --. --- ----------_.~-----_. __ ._._. __ . __ ... _._- ---- .. _------_ .... _---_._. __ ._,._--_. -_.- .... _._.- _ .. 
TNFd 65,3% 68,4% 
D6S2222 65,2% 53,6% 
MiCA 70,7% 73,6% 
HLAC-CAl 77,6% 84,7% 
BAT2CA 89,1% 84,2% 
D6S510 82,2% 81,4% 
M2 5 11 47,8% 42,8% 
DRACAl 84,8% 82,6% 
Heterozigosidade média 72,8% 71,4% 
E: amostra de origem predominantemente européia; M: amostra de origem mestiça de 
africanos e europeus. 
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As freqüências haplotípicas encontradas não mostraram uma evidência de acentuado 
desequilíbrio de ligação entre os locos. Porém, quando comparamos o número de 
haplótipos encontrados com o número esperado em aleatoriedade, fica nítido o pequeno 
número de haplótipos observados (Tabela 13). O número esperado foi calculado pela 
multiplicação do número de alelos de cada loco, não podendo ser observado um número 
igual em amostras pequenas como as estudadas. Isto porque haplótipos raros dificilmente 
seriam amostrados e alelos que apareceram em apenas um indivíduo não poderiam aparecer 
em combinação com todos os alelos de outro loco. Porém, a diferença encontrada foi 
grande e parece indicar a existência de desequilíbrio de ligação. O cálculo de desequilíbrio 
de ligação será feito para verificar esta suposição. 
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6 CONCLUSÃO 
Para os microssatélites TNFd e D6S510 a análise da população foi concluída, não 
sendo necessárias futuras análises para confinnação de resultados. Será necessário, porém, 
entender a relação da nomenclatura utilizada para alelos de TNFd (dI, d2, d3, d4, d5, d6, d7 
e d8) com os fragmentos encontrados, para possibilitar a utilização da nomenclatura 
encontrada na literatura. O fato de não terem sido encontrados dados de freqüências para 
D6S510 mostra que este marcador deve ter sido pouco estudado até o momento, o que 
reforça a importância do seu estudo em populações. 
Para o microssatélite MICA as tipagens não apresentaram problemas. Porém, a 
correspondência com alelos já descritos só foi possível quando se consideravam os 
fragmentos encontrados com 3 pb a menos. Testes posteriores deverão ser feitos para 
esclarecer a causa desta discrepância. Apesar disso, foi admitida a correspondência para 
pennitir comparações com estudos anteriores. Nas comparações ficou evidente que as 
freqüências alélicas desse marcador variam muito de estudo para estudo, mesmo que se 
trate de populações próximas geograficamente. Portanto, este marcador parece não 
caracterizar grandes áreas geográficas. De qualquer fonna, ficou evidente a importância do 
estudo deste marcador em populações, devido ao seu polimorfismo e a ocorrência de 
variações de freqüências entre populações. 
Para os demais microssatélites, análises adicionais terão que ser feitas, para que a 
caracterização das populações estudadas seja finalizada. Não foram encontrados dados de 
freqüência para estes locos em outras populações, o que mostra que estes marcadores não 
devem ter sido muito estudados até o momento. Talvez a escassez de dados seja reflexo de 
dificuldades de tipagem encontradas sempre para esses marcadores. 
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